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در  التهابيالتهابي و ضدهاي پيشژن بيان و سيتالوپرام بر استرسهاي ديازپام و اسثرات داروا

  انساني مدل جايگزينوان به عن )Danio rerio(ماهي زبرا 
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  چكيده

هاي افزون به تحقيق بر روي مدلروز كه نشان از نياز شودتر ميها هر روز جديطبق آمار ست وذهني اافسردگي يك بيماري 

سيتالوپرام ديازپام و اسهاي تحقيق، ارزيابي تاثيرات منفرد و تركيبي دارواين هدف  .دارد افسردگيهاي ضدافسردگي و توليد دارو

هاي جهت ايجاد افسردگي در ماهيحاضر در تحقيق  ) بوده است.Zebrafish( هي زبرادر ما و مولكولي هاي بيوشيمياييبر پارامتر

آزمايشات بيوشيميايي با  ) استفاده شد.Unpredictable Chronic Stress, UCS( ناپذيربينياسترس مزمن پيش زبرا، از پروتكل

 التهابيالتهابي و ضدهاي پيشبا بررسي بيان ژن سايتوكاينو آزمايشات مولكولي با استفاده از تكنيك الايزا گيري كورتيزول اندازه

 يتكرار انسيوار زيآنالآزمون آماري  و SPSS يآمار افزارنرم از هاداده ليتحل و هيتجز يبراانجام شد.  Real-time PCRبا تكنيك 

ها موجب پيشگيري سيتالوپرام و تركيب آناس ،مديازپا .شد استفاده) Tukey’s post hocآزمون تاكي () و پسANOVA( دوطرفه

سطوح  دارمعني و همچنين كاهش )tnf- α, il-6التهابي (هاي پيشبيان ژن سايتوكاينميزان  دارا كاهش معنيباثرات افسردگي  از

ديازپام +  در تيمار گرم بافتبر   نانوگرم ٠,٦١ ± ٠,١٢ بافت بهگرم نانوگرم كورتيزول بر  ١,٠١ ± ٠,٠٧  (ازكورتيزول 

 گردددر ماهي زبرا مي متفاوتي موجب القاي تغييرات نوروآندوكرين UCS پروتكل دهدنشان مي اين پژوهش. گرديد) سيتالوپراماس

همچنين اين مطالعه استفاده از ماهي  توان اثرات نامطلوب آن را كاهش داد.افسردگي ميهاي آرامبخش و ضدكه با استفاده از دارو

توان از پروتكل زبرا به عنوان ارگانيسم مدل در مطالعات تاثيرات رفتاري و فيزيولوژيك استرس را تقويت نمود و نشان داد كه مي

UCS استرس، استفاده هاي جديد مورد استفاده در اختلالات رواني با منشاء به عنوان يك ابزار آزمايشي كارآمد جهت ارزيابي دارو

  .نمود

 UCSسيتالوپرام، پروتكل افسردگي، ماهي زبرا، ديازپام، اسكليدي:  واژه هاي

 manouchehri@baboliau.ac.irپست الكترونيكي: ول، ئ*نويسنده مس

  مقدمه

 قرار ريتاث تحت را جهان مردم از نفر ونيليم ٣٢٠ از شيب موجود، يآمارها اساس بر كه است يجد يروان اختلال كي يافسردگ

). ٦٧، ٦٥، ١٤است ( شده ايدن سرتاسر در افراد يروان سلامت در يتوجه قابل كاهش موجب زين ١٩-ديكوو يپاندم. است داده

 است شده ليتبد يپزشك حوزه در عمده يهاچالش از يكي به ديجد يضدافسردگ يداروها توسعه به ازين ت،يوضع نيا يپ در

 به) Danio rerio( زبرا يماه. است شده استفاده مدل سميارگان نيچند از ،يستيز يهاستميس بر استرس آثار مطالعه يبرا). ٥٦(

 به بالا تيحساس همچون ييهايژگيو ليدل به اهيم نيا. شوديم شناخته يپزشكستيز قاتيتحق در ارزشمند مدل كي عنوان

 يكيولوژيزيف و يكيژنت شباهت رشد، هياول مراحل در شفاف بدن ع،يسر مثل ديتول چرخه ،يضدافسردگ يداروها از يعيوس فيط
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 شمار به يمركز يعصب ستميس بر موثر يداروها شيآزما يبرا مناسب مدل كي كم، ينگهدار يهانهيهز و انسان، به توجه قابل

 ريناپذينيبشيپ مزمن استرس پروتكل از زبرا، يماه در يافسردگ يالقا يبرا مطالعه، نيا در ).٣٢، ٢٤، ١٥( ديآيم

)Unpredictable Chronic Stress, UCS (راتييتغ زاي متفاوت،اين پروتكل با استفاده از القاي مداوم عوامل استرس .شد استفاده 

 نيا. است يافسردگ با آن معنادار ارتباط دهندهنشان و كنديم القا را يانسان يافسردگ تيوضع با مشابه يمولكول و ييايميوشيب

  ).٥٣( شد يطراح زبرا يماه در يرفتار راتييتغ يبررس يبرا ٢٠١١ سال در همكاران و اتويپ توسط پروتكل

 يسطح يهاآب در مداوم طور به و رونديم كار به متنوع يروان اختلالات درمان يبرا ياگسترده طور به يضدافسردگ يداروها

 كنندگانمصرف بر يمتفاوت راتيتأث است ممكن ييايدر محصولات در داروها نيا ريمقاد وجود. شونديم افتي تيپرجمع مناطق

  ).٢٧، ١١، ٦( رديگ قرار توجه مورد ديبا كه باشد داشته هاآن

 بر يمنف اثرات يابيارز يبرا را هاآن ياحتمال آثار خصوص در شتريب قيتحق لزوم ،يانسان جوامع در داروها نيا گسترده مصرف

 به اتصال با كه )٢٥( است) Benzodiazepine( ينيازپيبنزود آرامبخش يداروها از ازپاميد .كنديم جابيا هاآن كنندگانمصرف

 نيا از را خود آرامبخش اثر و داده شيافزا را GABAergic انتقال ،Gamma Amino Butyric acid, GABA( AGABA( يهارندهيگ

 يهايانجيم راتييتغ بر ازپاميد مزمن يدزها اثرات ٢٠٢١ سال در همكاران و چن راستا، نيهم در). ٢١( كنديم اعمال قيطر

 ).١٤( كردند دييتأ را يرفتار راتييتغ بر دارو نيا ريتأث هاآن جينتا و دادند قرار يبررس مورد را زبرا يماه يرفتارها و يعصب

 است) Selective Serotonin Reuptake Inhibitor, SSRI( نيسروتون بازجذبانتخابي  مهاركننده يضدافسردگ يداروها از تالوپراميس

 دو از يمخلوط دارو نيا). ٥١( دهديم نشان را خود يضدافسردگ اثرات يعصب ستميس در نيسروتون سطح شيافزا با كه

 ).٨( شوديم داده نسبت اس زومريا به آن ياصل اثر و است) R - Citalopram( آر و) S - Citalopram( اس يهانام به زومريواياستر

 از يناش يرفتار راتييتغ و كرده يبررس را زبرا يماه رفتار بر تالوپراميس اثرات ٢٠١٨ سال در همكاران و لسنين نه،يزم نيا در

با وجود كاربرد گسترده داروهاي ضدافسردگي، اطلاعات كافي در مورد اثرات ). ٥٢( دادند نشان را دارو نيا مختلف يزهاد

 يابيارز مطالعه، نيا هدف هاي جانوري تحت استرس مزمن وجود ندارد.بر مسيرهاي زيستي و رفتاري در مدلها دقيق آن

 ييايميوشيب يپارامترها رب تالوپراميساس و ازپاميد پرمصرف يضدافسردگ و آرامبخش يداروها يبيترك و منفرد راتيتأث

 به UCS پروتكل تحت زبرا يماه در) tnf-α, il-6, il-10  مانند يالتهابشيپ و يالتهاب يهاژن انيب( يمولكول و) بدن تام زوليكورت(

 بوده است. پروتكل نيا يهايژگيو خصوص در اطلاعات گسترش هدف با ژهيو

  هامواد و روش

  هاي مورد آزمايشتيمار ●

 ٢٤ها در و ماده استفاده شد. ماهي ماهه و مخلوط نر ٦ )Short-fin( كوتاهماهي زبرا بالغ از سويه باله ٣٨٤در اين مطالعه از 

شده پر ها با آب دكلرهماهي در ليتر) توزيع شدند. آكواريوم ١,٦ماهي در هر آكواريوم؛ معادل  ١٦ليتري ( ١٠اي آكواريوم شيشه

شيميايي گونه تركيب ساعت در دماي اتاق استفاده شد و از هيچ ٤٨شده به مدت حداقل كردن، از آب ذخيرهشدند. براي دكلره

چرخه روشنايي ها ماهي ستفاده نشد تا از ايجاد استرس شيميايي احتمالي جلوگيري شود.ا كننده مانند سديم تيوسولفاتدكلره

در اين جهت سازگاري آزمايش شروع هفته قبل از  ١صبح) و  ٧ها ساعت ساعت داشتند (روشن شدن چراغ ١٠به  ١٤تاريكي 

هاي داراي استرس و فاقد استرس)، از سيستم فيلتراسيون مكانيكي و ها (شامل گروهواريومدر تمام آك شرايط نگهداري شدند.

طور كامل تثبيت شده بود و پارامترهاي شيميايي آب از بيولوژيكي مشابه براي حفظ كيفيت آب استفاده شد. سيكل نيتروژن به
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شدند تا از گيري و كنترل ميدو بار (صبح و عصر) اندازه روزي هاي تجاريجمله آمونياك، نيتريت و نيترات با استفاده از كيت

شرايط شدند. هاي كوچك غذاي ماهي تجاري، غذادهي بار در روز با تكه ٢ها ماهي زا جلوگيري شود.بروز شرايط استرس

  كه به شرح زير است؛) ٦٨، ٥٣، ٤٣( تحقيقات پيشين فراهم شدها بر اساس مناسب نگهداري ماهي

  گيري كورتيزول و بيان ژن.اندازه ،UCSجهت انجام پروتكل ها شرايط مناسب نگهداري ماهي -١ جدول

  قليايي  سختي كل  آمونياك كل  اكسيژن محلول  pH  دما

C ° ١ ± 

٢٦  
٧  ± ٠,٣  mg/L كمتر از  ٧  ± ٠,٤ mg/L ٠,٠١  mg/L ٥,٨  mg/L كلسيم كربنات ٢٢  

 

 هادارو ●

هاي از شركت ليتر)گرم بر ميليميلي ٢(به صورت محلول  مسيتالوپرااس و )ليتربر ميلي گرمميلي ٥به صورت محلول ( ديازپام

 بر اساس آزمايشات انجام شده دردر ماهي زبرا ها دارومورد استفاده غلظت سپس تهيه شد.  داروسازي ايراني كاسپين و لقمان

 ١,٥ μg/Lسيتالوپرام: اس    ١٢٠ μg/Lديازپام:     ؛شد عيينت )٥٢، ١٤( ديگر تحقيقات مشابه

  زا، آزاد شدند.عوامل استرسالقاي روز به درون آب همزمان با  ٢١ها طي دارو اين

  )UCS )Unpredictable Chronic Stressپروتكل ماهي زبراي مدل بر اساس  القاي افسردگي در ●

طراحي كلي اين آزمايش و استفاده از  استفاده شد. UCSهاي زبرا، از پروتكل در اين پژوهش جهت القاي افسردگي در ماهي

در اين پروتكل با استفاده از القاي مداوم  بود. )٥٣، ٤٣( اين پروتكل، بر اساس روش مورد استفاده در تحقيقات مشابه پيشين

هاي زبرا كل، ماهيدر اين پروت ٢مطابق جدول  هاي زبرا، القا گرديد.زاي متفاوت، در نهايت افسردگي به ماهيعوامل استرس

ها به زا) تقسيم شدند. درون هر گروه نيز ماهي(با عوامل استرس UCSزا) و (بدون عوامل استرس شاهدكلي  ابتدا به دو گروه

ميكروگرم بر ليتر) +  ١٢٠ميكروگرم بر ليتر) و ديازپام ( ١,٥سيتالوپرام (اسميكروگرم بر ليتر)،  ١٢٠، ديازپام (شاهدهاي گروه

 .ميكروگرم بر ليتر) تقسيم شدند ١,٥سيتالوپرام (اس

 

 

 

  يش.ي مورد آزماهاماي كلي از تيمارن -٢جدول 

 شاهد  

بدون 

  استرس

با  شاهد

  استرس

 ١گروه 

بدون 

  استرس

با  ١گروه 

  استرس

 ٢گروه 

بدون 

  استرس

  ٢گروه 

 با استرس

 ٣گروه 

بدون 

 استرس

با  ٣گروه 

  استرس

ديازپام 

)μg/L(  
١٢٠  ١٢٠  ٠  ٠  ١٢٠  ١٢٠  ٠  ٠  
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 اس

سيتالوپرام 

)μg/L(  

١,٥  ١,٥  ١,٥  ١,٥  ٠  ٠  ٠  ٠  

 زاي القا شده شامل موارد زير بود؛عوامل استرس

 دقيقه ٣٠ مدت به ٣٣ °Cگرم كردن آب تانك تا  -

 دقيقه ٣٠ مدت به ٢٣ °Cسرد كردن آب تانك تا  -

 دقيقه ٥٠به مدت ليتر ميلي ٢٥٠ ماهي در يك ظرف با حجم ١٠انتقال  -

 دقيقه به طوري كه سطح پشتي بدن ماهي نمايان شود. ٢كاهش سطح آب آكواريوم به مدت  -

 دقيقه ٣٠بار متوالي با فاصله  ٣تعويض تانك  -

  دقيقه ٨تعقيب نمودن ماهي با توري به مدت  -

روز  ٢١و طي  عصر) ١٨صبح تا  ٨(از ساعت  بار در روز ٢زا به صورت تصادفي عوامل استرس اين ،UCSبر اساس پروتكل 

) به منظور در آزمايشگاه تحقيقات ماهي زبرا واقع در دانشگاه آزاد اسلامي واحد بابل ١٤٠٣دي ماه سال  ٢٢تا روز دي  ٢ (روز

  .ها اعمال شدجلوگيري از خوگيري و عادت نمودن ماهي

  گيري كورتيزولاندازه ●

 EIA gen CORTISOL test, Biochem Immuno( الايزابا استفاده از كيت  و قبلي تحقيقاتگيري كورتيزول تام بدن، بر اساس اندازه

Systemsها با ملايمت گرفته زا، ماهيساعت پس از اعمال آخرين عامل استرس ٢٤به طور خلاصه،  ).٦٨، ٥٣( ) صورت گرفت

ها عصاره كورتيزول گرفته شود. ند تا از آندش نگهداري – ٢٠ °Cند. به دنبال آن در دماي دشده و فوراً در نيتروژن مايع فريز ش

ها، مدت زمان مابين گرفتن ماهي تا كشتن آن، كمتر براي جلوگيري از پاسخ استرس احتمالي ناشي از دستكاري و گرفتن ماهي

بافر ليتر ميلي ٢و درون كيسه استامَكر با  ودماهي خرد شده ب ٢و هر مخزن حاوي  وزن شد هر ماهي زبرا ).٤٣( ودثانيه ب ١٠از 

 ,T10 Basic Ultra turrax, IKA( رسپس با استفاده از دستگاه هوموژنايز. گرفتدقيقه قرار  ٦) براي PBS, pH = 7.4سالين فسفات (

Germany،(  شدبه خوبي هوموژن و يكنواخت )٣٠٠٠ دور دقيقه با ١٠ها براي نمونهاتيل اتر اضافه نموده و دي سپس ).٦٨ 

)rpm( بود ي كه پس از فرو بردن در نيتروژن مايع يخ نزدهند. قسمتدفوراً در نيتروژن مايع فريز ش ند. پس از آندسانتريفيوژ ش 

به درون يك لوله جديد منتقل  حاوي كورتيزول اتيل اتردي .درون دكانتور خالي شدگي آهست هب ،اتيل اتر حاوي كورتيزول)دي(

ماند، يك عصاره ليپيدي حاوي د. آنچه باقي يگردساعت، تبخير  ٢شد و به طور كامل تحت يك جريان بخار نيتروژن ملايم براي 

  ).٥٣( دآوري شعملسالين فسفات بافر  ليترميلي ١ ها باروي سوسپانسيون نمونه . تست الايزابودكورتيزول 

  بيان ژن ●

 ٢٤ .استفاده شد Real-Time PCRاز تكنيك  COX-2و  αTNF-  ،IL-6 ،  IL-10 هاياين تحقيق جهت ارزيابي ميزان بيان ژندر 

مايع، كشته  نيتروژنهاي مورد آزمايش با ملايمت گرفته شده و با استفاده از زا، تيمارساعت پس از اعمال آخرين عامل استرس

هايي قرار گرفته ها درون تيوببيرون آورده شد. مغز) ٤٣( ها زير لوپ مطابق با روش ماركون و همكارانشدند. سپس مغز آن

هاي حاوي سه مغز ارزيابي مستقل براي هر گروه انجام شد و از بستهو درون تانك ازت مايع به آزمايشگاه منتقل گرديد. سه 
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 )٩( آزمايشگاه بر اساس تحقيقات پيشين توسطم هر آزمايش مستقل استفاده شد. پروتكل استفاده شده شده جهت انجاماهي له

ها نيز بر پرايمرطراحي استفاده شد.  Housekeepingبه عنوان ژن مرجع يا  β-actinو  efl-αهاي در اين پروهش از ژن انجام شد.

هاي جداگانه گيري كورتيزول و بررسي بيان ژن، از گروهبراي اندازه .دتعيين گردي) ٦٢، ٥٩، ٣٦، ٢٣( اساس تحقيقات پيشين

  ها استفاده شد.ماهي

 تجزيه و تحليل آماري

آزمون ) و پسANOVA( دوطرفه يتكرار انسيوار زيآنالآزمون آماري  و SPSS يآمار افزارنرم از هاداده ليتحل و هيتجز يبرا

انحراف استاندارد  ±افزار اكسل رسم شدند. تمامي نتايج با ميانگين ها با استفاده از نرم. نمودارشد استفاده) Tukey’s post hocتاكي (

  محسوب شد.  p > ٠,٠٥داري اختلاف از ميانگين توصيف شدند. همچنين در همه محاسبات سطح معني

  نتايج

ف متفاوت وهايي كه حرگروه دهند.را نشان مي انحراف استاندارد از ميانگين ±ميانگين ها ستونگيري سطوح كورتيزول. نتايج اندازه -١ نمودار

  ) با هم هستند.p > ٠,٠٥داري (دارند، داراي تفاوت آماري معني

دار سطوح كورتيزول شده است. سطوح شاهد با استرس، موجب افزايش معني در تيمار UCSپروتكل  ١نمودار بر اساس 

داري از تيمار شاهد با ها، به شكل معنيسيتالوپرام و همچنين تركيب آناسهاي با و بدون استرس ديازپام، كورتيزول تيمار

ها مشاهده اي با استرس و بدون استرس داروهداري بين سطوح كورتيزول تيماراختلاف معني ).P>٠,٠٥استرس كمتر است (

  ).P<٠,٠٥گردد (نمي
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ف متفاوت دارند، وهايي كه حرگروهدهند. را نشان مي انحراف استاندارد از ميانگين ±ميانگين ها ستون. TNF-αنتايج آناليز بيان ژن  -٢نمودار 

  ) با هم هستند.p > ٠,٠٥داري (داراي تفاوت آماري معني

و تيمار تركيبي ديازپام و  داري در تيمار با و بدون استرس ديازپامتفاوت معني TNF-αبيان ژن  ميزاندر  ٢ نمودارمطابق 

سيتالوپرام، اختلاف ار با و بدون استرس داراي اثر استيمدر بيان اين ژن ميزان ر د ).P<٠,٠٥شود (مشاهده نمي سيتالوپراماس

هاي با و بدون استرس داراي اثر ديازپام، بيشترين اثر ها، تيماربه طور كلي در ميان اين تيمار ).P>٠,٠٥داري وجود دارد (معني

  .مشاهده شد TNF-αمهاري در بيان ژن 

 
دارند، داراي ف متفاوت وهايي كه حرگروهدهند. را نشان مي انحراف استاندارد از ميانگين ±ميانگين ها ستون. IL-6نتايج آناليز بيان ژن  -٣نمودار 

  ) با هم هستند.p > ٠,٠٥داري (تفاوت آماري معني

در  ).P<٠,٠٥شود (داري مشاهده نميتيمار ديازپام با و بدون استرس، اختلاف معني IL-6 در ميزان بيان ژن ٣مطابق نمودار 

ميزان بيان ژن  ).P<٠,٠٥گردد (نميداري در ميزان بيان اين ژن مشاهده سيتالوپرام با و بدون استرس نيز تفاوت معنياستيمار 

IL-6 ٠,٠٥داري با هم ندارد (سيتالوپرام، تفاوت معنياسهاي با و بدون استرس ديازپام و در تيمار>P.( ها، در ميان تمامي تيمار

سيتالوپرام، اسزپام و داشته است. همچنين تيمار تركيبي ديا IL-6سيتالوپرام با و بدون استرس، بيشترين اثر مهاري را بر بيان ژن اس

  كمترين اثر مهاري را بر بيان اين ژن دارد.
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ف متفاوت دارند، وهايي كه حرگروهدهند. را نشان مي انحراف استاندارد از ميانگين ±ميانگين ها ستون. IL-10نتايج آناليز بيان ژن  -٤نمودار 

  ) با هم هستند.p > ٠,٠٥داري (داراي تفاوت آماري معني

داري هاي بدون استرس، تفاوت معنيهاي با استرس نسبت به تيمارميان تمامي تيمار IL-10بيان ژن  ميزاندر  ٤مطابق نمودار 

 ).P>٠,٠٥گردد (داري مشاهده ميتفاوت معني سيتالوپرامو اس هاي با و بدون استرس ديازپامبين تيمار ).P>٠,٠٥وجود دارد (

در ميان  ).P>٠,٠٥داري وجود دارد (سيتالوپرام با استرس و بدون استرس نيز اختلاف معنياسر تيمار تركيبي ديازپام و د

 مشاهده شد. IL-10ها، در تيمار ديازپام بيشترين بيان ژن هاي داراي اثر استرس و كاربرد داروتيمار

 
ف متفاوت دارند، وهايي كه حرگروهدهند. را نشان مي انحراف استاندارد از ميانگين ±ميانگين ها ستون. COX-2نتايج آناليز بيان ژن  -٥نمودار 

  با هم هستند.) p > ٠,٠٥( داريتفاوت آماري معني داراي

داري مشاهده با و بدون استرس، اختلاف معنيسيتالوپرام و اسديازپام  هايتيمار COX-2 در ميزان بيان ژن ٥ مطابق نمودار

سيتالوپرام، ميزان بيان ژن تيمار با استرس نسبت به تيمار بدون استرس، داراي ). در تيمار تركيبي ديازپام و اسP<٠,٠٥شود (نمي

داري مشاهده ها، تفاوت معنيدر ميزان بيان ژن شاهد با استرس نسبت به ساير تيمار ).P>٠,٠٥باشد (داري ميتفاوت معني

ها، مربوط به ديازپام با و بدون استرس است كه با در بين اين تيمار COX-2بيان ژن  ). بيشترين اثر مهاري برP>٠,٠٥گردد (مي

  ).P>٠,٠٥داري دارد (ها اختلاف معنيساير تيمار
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  بحث

  در ماهي زبرا سيتالوپراماسرابطه سطوح كورتيزول با مصرف ديازپام و 

 Hippothalamus-Pituitary-Intrarenal( يويكلاندام درون -زيپوفيه-پوتالاموسيه محور شدن فعال موجبدر ماهي زبرا  استرس

axis, HPI (يطولان زمان مدت در و شوديم )يماه يهامدل در ).٦٨( گردد يافسردگ يالقا به منجر توانديم) هفته كي حداقل 

 پروتكل ياجرا از پس زوليكورت سطوح شيافزا ).٢٠( دارند ياسترس رفتار با يميمستق ارتباط زوليكورت سطوح راتييتغ زبرا،

 تحت يهاگروه در زوليكورت سطح حاضر، قيتحق جينتا با مطابق ).٥٣( شوديم مشاهده) UCS( بيني ناپذيرمزمن پيش استرس

 صحت دكنندهييتأ هاافتهي نيا). ١ نمودار) (P<0.05( بود استرس بدون شاهد يهاگروه از بالاتر يمعنادار طوربه استرس با ماريت

 در زوليكورت سطوح استرس، با شاهد گروه با سهيمقا در). ٦٨، ٤٣( هستند نيشيپ جينتا با آن يهمخوان و UCS پروتكل ياجرا

 نيا). P<0.05( افتي كاهش يمعنادار طوربه تالوپراميساس و ازپاميد بيترك و تالوپراميساس ازپام،يد با شده ماريت يهاگروه

  .هستند زبرا يماه در هيپا استرس سطوح كاهش در داروها نيا مثبت اثرات دهندهنشان جينتا

 گروه و استرس بدون و استرس با ماريت تحت يهاگروه نيب زوليكورت سطوح در معنادار تفاوت مشاهده عدم ن،يا بر علاوه

دزهاي  مصرف. است كيولوژيزيف هيپا سطح كي يدارا زبرا يماه در زوليكورت كه است نيا دهندهنشان استرس بدون شاهد

 دهد كاهش ياهيپا مقدار نيا از را زوليكورت سطوح تواندينم ياهفتهسه حداقل دوره كي يط تالوپراميساس و ازپاميد درماني

 در UCS پروتكل با شاتيآزما در را زوليكورت ياهيپا سطوح كه) ٢٠١٦( همكاران و ماركون يهاافتهي با موضوع نيا ).٥٥(

  ).٤٣( دارد يهمخوان اند،كرده ثبت هفته دو و كي يهازمان مدت

 در موضوع نيا ).٣٠( باشديم ماريت زمان مدت است، رگذاريتأث داروها نيا ياضطرابضد اثرات بر كه يعوامل از گريد يكي

 در كيسروتونرژ اعصاب. است اضطراب ميتنظ در كيسروتونرژ يرهايمس ژهيوبه ك،ينرژيمونوآم يرهايمس نقش با ارتباط

 موضوع، نيا ترقيدق يبررس يبرا ن،يبنابرا ).٦٠( هستند رگذاريتأث HPI محور مانند اضطراب، بر مؤثر يهابخش بر يعصب دستگاه

  .شود انجام هفته سه از شتريب يزمان دوره با قاتيتحق است لازم

 يهاگروه در ژهيوبه زوليكورت سطوح كاهش در دارو دو نيا بيترك و تالوپراميساس ازپام،يد كه دهنديم نشان قيتحق نيا جينتا

 يماه در آن هيپا سطح از ترنييپا را زوليكورت سطوح نتوانستند داروها نيا از كدامچيه حال، نيا با. اندبوده مؤثر استرس تحت

 يپارامترها بر يافسردگضد يداروها و هاينيازپيبنزود آرامبخش اثرات كه يقبل قاتيتحق با هاافتهي نيا. دهند كاهش زبرا

  .هستند راستاهم اند،كرده يبررس را )٥٤( هاانسان و )٦٦( جوندگان در نينورواندوكر

  سيتالوپراماس بيان ژن ماهي زبرا تحت تاثير ديازپام و

 و استرس نيب رابطه از و دهديم نشان يافسردگ پاتوژنز در را يمنيا ستميس نقش كه دارد وجود يمحكم و ياساس شواهد

 يافسردگ يالتهاب اي ينيتوكايسا هيفرض سمت به را ما شواهد نيا). ٤٠، ٣٥( دارد تيحكا) Neuroinflammation( يعصب التهاب

 IRS, System Response( يالتهاب پاسخ ستميس مدتيطولان حد از شيب تيفعال كه دارديم انيب هيفرض نيا. دهديم سوق

Inflammatory (حور م تيفعال شيافزا ه،يفرض نيا اساس بر. انجامديم يافسردگ جاديا به زا،استرس طيشرا به پاسخ درHPI 

 يمنيا دستگاه تيفعال شيافزا ،يطرف از ).١( گردديم) System Immune Peripheral( يطيمح يمنيا دستگاه تيفعال شيافزا موجب

 تينها در و شده دستگاه نيا ياجزا از) Proinflammatory Cytokines( يالتهابشيپ يهانيتوكايسا ترشح شيافزا موجب يطيمح
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 زانيم يريگاندازه ن،يبنابرا). ٥٠، ٣٨( گردديم يافسردگ به مربوط ييايمينوروش و نينورواندوكر ،يرفتار راتييتغ جاديا موجب

 نه،يزم نيهم در. شود استفاده يافسردگ اثرات يابيارز جهت مناسب ياريمع عنوان به توانديم يالتهاب يهانيتوكايسا ژن انيب

 هانيتوكايسا ييالقا اثرات آنان. كردند قيتحق هانيتوكايسا توسط شده القا يرفتار راتيتاث يرو بر ٢٠٠٧ سال در يكل و دانتزر

 يمنيا دستگاه شدن فعال ،يالتهاب هيفرض اساس بر). ١٧( كردند فيتوص مهم اريبس يافسردگ از يناش يرفتار راتييتغ بروز در را

 نينورواندوكر راتييتغ در كه شوديم ستميس نيا ياجزا از ييهانيتوكايسا ترشح موجب) Peripheral Immune System( يطيمح

. است متنوع و دهيچيپ اريبس مغز يولوژيزيف بر هانيتوكايسا راتيتاث ).٥٨( دارد نقش يافسردگ با مرتبط ييايمينوروش و

 وجود ياديز شواهد ).٤٦( دارند يعصب علائم و يرفتار راتييتغ يندهايفرآ در يمكمل نقش هاآن يهارندهيگ و هانيتوكايسا

 ).٤١، ٣٧( دارند يافسردگ پاتوژنز در را) Trigger( مانندماشه و رهاكننده نقش ،يالتهابشيپ يهانيتوكايسا دهديم نشان كه دارد

 شود،يم يافسردگ اثرات بروز موجب كه HPI محور تيفعال شيافزا و يالتهابشيپ يهانيتوكايسا مانندماشه اثر نيب واسطه

 محور تيفعال شيافزا موجب يالتهابشيپ يهانيتوكايسا ييالقا اثر). ٣٨( باشنديم ترهاينوروترانسم و نينورواندوكر يهاستميس

HPI موجب دهايكوستروئيكورت ترشح شيافزا. تاس زوليكورت ژهيوبه دها،يكوستروئيكورت غلظت شيافزا آن جهينت كه گردديم 

 نيا شوديم باعث يمنف دبكيف سميمكان. گردديم زيپوفيه و پوتالاموسيه در يديكوستروئيكورت يهارندهيگ ديشد كيتحر

 شوديم محدود HPI محور يريپذكيتحر زانيم جه،ينت در. گردد ACTH و CRH يهاهورمون سنتز كاهش موجب ديشد كيتحر

)٥٧.(  

TNF-α هورمون ترشح و ژن انيب كيتحر موجب نيتوكايسا نيا. است يالتهابشيپ نيتوكايسا كي CRH يهاهسته از 

 كنترل مركز پوتالاموسيه كولاريرتپاراون يهاهسته). ٢٩( گردديم پوتالاموسيه) Paraventricular Nucleus, PVN( كولاريرتپاراون

 كورتكس و پوكامپيه گدال،يآم پوتالاموس،يه در نينفرينوراپ و نيسروتون ليتبد و رييتغ انتقال، موجب و هستند HPI محور

 ٢ نمودار با مطابق ).١٧، ١٦( شوديم نيتوكايسا نيا كدكننده ژن انيب شيافزا باعث UCS پروتكل). ٥، ٢( گردنديم فرونتاليپر

 عملكرد يدرست دهندهنشان كه بود استرس بدون شاهد از شتريب استرس با شاهد ماريت رد  TNF-α ژن انيب زانيم ق،يتحق نيا در

 ژن انيب زانيم نيهمچن ).٥٣، ٤٣( دارد مطابقت همكاران و ماركون و همكاران و اتويپ يقبل قاتيتحق با و بوده UCS پروتكل

TNF-α  از استرس با شاهد بر علاوه تالوپرام،يساس و ازپاميد بيترك و تالوپراميساس ازپام،يد استرس بدون و با يمارهايتدر 

 از ممانعت در داروها نيا مطلوب ياثربخش دهندهنشان كه) P>٠,٠٥( است بوده كمتر يداريمعن طوربه زين استرس بدون شاهد

 بر را يمهار اثر نيشتريب ازپاميد استرس بدون و با يمارهايت. است التهاب از يريجلوگ و يالتهابشيپ نيتوكايسا نيا ژن انيب

 از كمتر زمان مدت يط UCS پروتكل از آن در كه نيشيپ قاتيتحق در نكهيا به توجه با. انداشتهد  TNF-α كدكننده يهاژن انيب

 راتييتغ ش،يآزما دوره طول شيافزا با كه شوديم ينيبشيپ شد، مشاهده يمتفاوت يالگو )٦٨، ٥٣، ٤٣( شد استفاده هفته ٣

  .گردد مشاهده الگو نيا در يشتريب

IL-6 بدون شاهد ماريت از شتريب يداريمعن طوربه استرس با شاهد ماريت در ژن نيا انيب. است يالتهابشيپ نيتوكايسا كي زين 

 نيشيپ قاتيتحق با و است يالتهابشيپ يهاژن انيب بر UCS پروتكل يكيتحر اثرات دهندهنشان كه) P>٠,٠٥( است استرس

 كاهش يداريمعن طوربه را ژن نيا انيب زانيم اندتوانسته داروها يتمام قيتحق نيا در ،٣ نمودار با مطابق ).٤٨( دارد يهمخوان

  . است يافسردگ از يريجلوگ و استرس كاهش در هاآن مطلوب اثر دهندهنشان كه دهند

IL-10 نيشيپ قاتيتحق اساس بر. دارد استرس هيپا سطوح در يكاهش و كنندهليتعد نقش و است يضدالتهاب نيتوكايسا كي 

)٤٥، ١٩(، IL-10 ژن انيب زانيم ش،يآزما نيا در. شوديم يافسردگ كاهش تينها در و ياسترس رفتار كاهش موجب IL-10 در 
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 پروتكل ريتاث دهندهنشان امر نيا). P>٠,٠٥( بود استرس بدون شاهد ماريت از كمتر يداريمعن طوربه استرس با شاهد يمارهايت

UCS ژن انيب مهار در IL-10 ژن انيب زانيم موارد، يتمام در نيهمچن ).٤٣( است يقبل يهاافتهي با مطابق كه است IL-10 در 

 IL-10 ژن انيب بر استرس كنندهسركوب اثرات بر يشاهد زين امر نيا. بود استرس با يمارهايت از شتريب استرس بدون يمارهايت

 قيتحق در استفاده مورد يداروها و است يضدالتهاب نيتوكايسا كي IL-10 كه ييآنجا از). ٤( است نيشيپ يهاافتهي با مطابق و

. گردند IL-10 ژن انيب شيافزا موجب داروها كه روديم انتظار هستند، استرس مهاركننده و يضدالتهاب اثرات يدارا زين حاضر

  .داد نشان را يگريد موارد جينتا اما

 در ).٣٨( است شده IL-10 ژن انيب زانيم كاهش موجب يضدافسردگ و آرامبخش يداروها مصرف مائز، قاتيتحق در

 مشاهده بودند، كرده مصرف را داروها نيا كه ييمارهايت ژن انيب زانيم انيم يداريمعن تفاوت همكاران و فورنارو يهاپژوهش

 علت هرچند ).١٢( ديگرد IL-10 ژن انيب شيافزا موجب داروها نيا مصرف زين همكاران و يكاربون يهاپژوهش در ).٢٦( نشد

 همكاران و مائز. اندكرده ذكر آن يبرا را يليدلا محققان اما است، نشده مشخص كامل طوربه همچنان ريچشمگ تفاوت نيا قيدق

 موارد يبرخ در Compensatory Inflammatory Reflex System (CIRS) ستميس شدن فعال ،IL-10 ژن انيب كاهش علت دارند دهيعق

 هانيتوكايسا يرو) Counter-regulatory( يميضدتنظ ينقش يدارا CIRS ستميس دارديم انيب كه است شده مطرح ياهيفرض. است

 همكاران، و كينشيبر نيهمچن و بناروك ).٣٩( گردد IL-10 ژن انيب كاهش موجب موارد يبرخ در است ممكن آن اثر و است

 انيب زانيم كاهش كه گرفتند جهينت خود قاتيتحق يط محققان نيا. كننديم هيتوج يافسردگ كينوروتروف هيفرض با را مورد نيا

 سطوح در هاآن داشتن نگاه و يضدالتهاب و يالتهابشيپ يهانيتوكايسا انيم تعادل جاديا جهت موارد، يبرخ در IL-10 ژن

 واكنش در مغز يساختار ارتباطات و بماند يمطلوب سطح در) Neuronal Plasticity( ينورون يريپذانعطاف تا است كيولوژيزيف

 توانديم زمان به بسته IL-10 ژن انيب زانيم كه گرفتند جهينت خود قاتيتحق يط لو و چينوويمارت ).٧، ٣( ندينب يبيآس استرس به

 يداروها راتيتاث كه نمودند استدلال خود قاتيتحق يط انيجواد نيهمچن و لو و چينوويمارت ن،يا بر علاوه. باشد متفاوت

) Synaptic Plasticity( يناپسيس يريپذانعطاف در يراتييتغ جاديا موجب تالوپرام،يس اس مانند نيسروتون بازجذب مهاركننده

 ).٤٤، ١٨( ابدييم بروز ژن انيب اثرات آن از پس و افتديم اتفاق ياديز زمان مدت طول در و جيتدر به راتييتغ نيا. شوديم

 دهيچيپ يهاسميمكان از يجزئ خود IL-10 ژن انيب كاهش كه نمودند استنتاج گونهنيا خود قاتيتحق يط همكاران و دلوچايو

  ).٦٤( است يشتريب قاتيتحق ازمندين كه است يگريد

COX-2 ژنازيكلوكسيس ميآنز زوفرميا دو از يكي )COX (دارد نقش هانيپروستاگلاند به دياس كيدونيآراش ليتبد در كه است .

 قاتيتحق ن،يا بر علاوه ).٦١( است كرده برجسته يافسردگ يولوژيزيپاتوف در را COX-2 يديكل نقش همكاران و والكو مطالعات

 ).٤٧( باشد داشته دخالت مغز يولوژيزيف با مرتبط وينورودژنرات يندهايفرآ در است ممكن COX-2 كه است داده نشان ينگتيم

 نيتوكايسا اين يهاژن انيب ميتنظ بر توانديم COX-2 خود، نوبه به و) ٣٤( شوديم القا يالتهاب يهانيتوكايسا توسط ميآنز نيا انيب

-IL مانند ييهانيتوكايسا ديتول تيتقو در يمهم نقش ،E2 (PGE2) نيپروستاگلاند يعني ،COX-2 ياصل محصول. باشد اثرگذار

 توانديم يضدافسردگ يداروها مصرف و است شده گزارش يافسردگ به مبتلا مارانيب در PGE2 غلظت شيافزا). ٤٩، ٣١( دارد 6

 در يدرمان ياثربخش COX-2 يهامهاركننده كه شد آشكار يزمان يافسردگ در ميآنز نيا تياهم ).١٠( كند ليتعد را شيافزا نيا

 يوانيح يهامدل پوكامپيه در COX-2 ژن انيب شيافزا يقبل مطالعات ن،يهمچن. دادند نشان يافسردگ يشگاهيآزما يهامدل

 هدفمند يضدالتهاب يداروها توسعه دنبال به ياندهيفزا طور به پژوهشگران ن،يبنابرا ).١٣( اندكرده گزارش را مزمن استرس تحت

 انيب داريمعن شيافزا ،٥مطابق نمودار  مطالعه نيا در ).٢٢( هستند يافسردگ درمان يبرا نينو يكرديرو عنوان به COX-2 هيعل
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 ياثربخش دهندهنشان كه ،)P<0.05( شد مشاهده استرس بدون شاهد گروه با سهيمقا در استرس تحت شاهد گروه در COX-2 ژن

 استرس، بدون چه و استرس با چه ازپام،يد ماريت تحت يهاگروه در). ٥٣، ٤٣( است نيشيپ يهاافتهي با راستاهم و UCS پروتكل

 نيا انيب بر را يمهار اثر نيشتريب شيآزما ياهفته ٣ دوره يط ازپاميد كه دهديم نشان افتهي نيا. افتي كاهش COX-2 ژن انيب

 يالتهابشيپ يهانيتوكايسا كاهش كه دارد يهمخوان همكاران و كلر و همكاران و هانستاد مطالعات با جينتا نيا. است داشته ژن

 يهاافتهي ).٣٣، ٢٨( اندداده نشان يضدافسردگ يداروها با درمان از پس مزمن استرس تحت يانسان و يوانيح يهامدل در را

 .  كنديم دييتأ را اثرات نيا زين پژوهش نيا

 است نشده مشخص كاملاً همچنان ،يافسردگ با هاآن رابطه و هانيتوكايسا نهيزم در گرفته صورت يهاپژوهش يتمام وجود با

 ).٦٣( شوديم يافسردگ جاديا موجب هانيتوكايسا در خاص رييتغ اي است حاد اي مزمن استرس به مغز پاسخ جهينت يافسردگ كه

  .دارد وجود نهيزم نيا در ياديز اريبس يپژوهش تيظرف رو، نيهم از

  نهاييگيري نتيجه

فيزيولوژيك است و ظرفيت  هايروي پارامترت استرس بر ماهي زبرا يك ارگانيسم مدل بسيار مناسب براي مطالعه تاثيرا

هاي به عنوان يك ابزار آزمايش جهت ارزيابي دارو UCSتوان از پروتكل هاي ديگر دارد. ميالعاده زيادي براي انجام پژوهشفوق

ت تا بتوان اين هاي موثر بر اعصاب استفاده نمود. تحقيقات بيشتري نياز اسجديد موثر بر استرس، افسردگي و به طور كلي دارو

هاي نورولوژيك بسيار پيچيده و تواند در مطالعه مكانيسمپروتكل را در ماهي زبرا گسترش داد. گسترش اين پروتكل مي

  اختلالات رواني، براي محققان راهگشا باشد.

مچنين اين داروها موجب كاهش . هشونددار سطوح كورتيزول ميموجب كاهش معني هاو تركيب آن سيتالوپراماسديازپام و 

همان طور كه . )P>٠,٠٥شوند (مي COX-2كننده و ژن كد IL-6و  TNF-αالتهابي هاي پيشسايتوكاين دار در ميزان بيان ژنمعني

لف هاي مختاي است كه در آن ارتباطات فراواني ميان سيستمپيش از اين اشاره شد، افسردگي داراي پاتوفيزيولوژي بسيار پيچيده

  .شود. در اين تحقيق بخش بسيار كوچكي از اين ارتباطات بررسي گرديدعصبي، اندوكرين و ايمني ديده مي

  تعارض منافع

  .است نشده گزارش منافع در تعارض سندگانينو نيب

  ملاحظات اخلاقي

ها، با تاييد و نظارت كميته اخلاق دانشگاه آزاد اسلامي واحد بابل انجام هاي زبرا و انجام آزمايشات بر روي آننگهداري ماهي

هاي زيست در وبگاه سامانه ملي اخلاق در پژوهش IR.IAU.BABOL.REC.1403.025شد. شناسه اخلاق اين پژوهش به شماره 

 باشد.پزشكي، قابل مشاهده مي
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Abstract 

Depression is a mental disorder that, according to statistics, is becoming more serious 
every day, highlighting the increasing need for research on depression models and the 
development of antidepressant drugs. The aim of this study was to evaluate the individual 
and combined effects of diazepam and escitalopram on biochemical and molecular 
parameters in zebrafish (Danio rerio). In the present study, the Unpredictable Chronic 
Stress (UCS) protocol was used to induce depression in zebrafish. Biochemical assays 
were conducted by measuring cortisol levels using the ELISA technique, and molecular 
assays were performed by analyzing the expression of pro-inflammatory and anti-
inflammatory cytokine genes using Real-time PCR. Data analysis was conducted using 
the SPSS statistical software, and the statistical test of two-way repeated measures 
ANOVA with Tukey’s post hoc test was applied. Diazepam, escitalopram, and their 
combination prevented the effects of depression by significantly reducing the expression 
of pro-inflammatory cytokine genes (TNF-α, IL-6) and also significantly lowering 
cortisol levels (from 0.07 ± 1.01 ng cortisol per gram of tissue to 0.12 ± 0.61 ng per gram 
of tissue in the diazepam + escitalopram treatment). This study demonstrates that the UCS 
protocol induces distinct neuroendocrine changes in zebrafish, which can be alleviated 
using anxiolytic and antidepressant drugs. Furthermore, this study reinforces the use of 
zebrafish as a model organism for studying the behavioral and physiological effects of 
stress and shows that the UCS protocol can be used as an efficient experimental tool for 
evaluating new drugs used in stress-induced psychiatric disorders. 
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